


























































































































4）POSTN	knock	out マウス	(Postn-/-)	および POSTN 野生型マウス（Postn+/+）において	
	






























































告されている 3)。また、UC 患者の死因のうち約 10-15%を UC-CRC が占めているとも報告され	
	









































































































を添付プロトコール通り用いて total	RNA の抽出を行った。RNA 濃度は NanoDrop	ND-1000	
	







れている IL-1β、IL-6、TNF-α、IFN-γ14)および炎症によって誘導される COX-215)の mRNA	
	






























のメス 8 週齢を使用した。飼育室へ搬入した後の 1 週間を環境適応期間として飼育した後	
	




した。生細胞 1×107個を 100μl の培地中に調整し、除毛したマウス背部に皮下注射した。	
	






















投与により形成された大腸腫瘍、及び NOG マウスで CMT93 皮下移植によって形成された腫	
	




















組織内在性のペルオキシダーゼを不活化した。抗 periostin 抗体（ab14041）を Dako	REALTM		
	
Antibody	diluent（Dako）を用いて希釈し、ヒト検体は 4℃で一晩（抗体は 4000 倍希釈）、	
	












し添付文書通りに測定した。96 穴プレートに 5×103個/ウェルの細胞を蒔き、加湿下 5％CO2	 	
	
37℃のインキュベーターで 24 時間培養後に FBS0.1％、recombinant	mouse	Periostin	
	
（rPOSTN；R&D	Systems）を 0、0.5、1、2μg/ml に調整した培地に交換し、24 時間、48 時	
	

















AOM および DSS 投与により作成した前述のマウスにおいて、解剖時に大腸を切り開いて腫	
	

























Steradisk25（コスモ・バイオ株式会社）を通した。96 穴プレートに 5×103個/ウェルの CMT93	
	
細胞株を蒔き、加湿下 5％CO2	37℃のインキュベーターで 24 時間培養した後に上記で得ら	
	







	 24 穴プレートに 3×104個/ウェルで CMT93 細胞株を蒔き、加湿下 5％CO2	37℃のインキュ	
	
ベーターで 24 時間培養した。そこで FBS 濃度 0.1％、rPOSTN	を 2μg/ml に調整した培地及	
	





し電気泳動用の検体を調整した。5-20％ゲル（スーパーセップ TM；和光純薬）に 15μl の検	
	
体をアプライし、200V、40mA で電気泳動を 80 分間行った。次に氷上で 100V、350mA の条件	
	























抗 NF-κB	p65 抗体（D14E12）、抗リン酸化 NF-κB	p65 抗体（Ser536）（93H1）、抗 IκBα	
	
（L35A5）抗体、抗リン酸化 IκBα（Ser32）（14D4）は Cell	Signaling	Technology より	
	
 18 





	 6 穴プレートに 5×105個/ウェルで CMT93 細胞株を蒔き、加湿下 5％CO2	37℃のインキ	
	
ュベーターで 24 時間培養した。そこで FBS を 0.1％濃度として rPOSTN を 2μg/ml に調整し	
	
た培地、及び rPOSTN を含有しない培地に交換し、72 時間培養した。RNeasy	Mini	Kit を用	
	




































	 各 assay における 2 群間の検定や、各検体間の遺伝子発現は t 検定を行った。いずれの	
	
























	 次に、UC-CRC ヒト手術検体を用いて免疫染色を行った。腫瘍腺管部分に一致して Ki67 が	
	
発現しており、腫瘍腺管に接した間質に高い POSTN 発現が見られる傾向にあった（図 2）。	
	
	 NOG マウス皮下に CMT93 細胞を移植した組織でも検討した。移植された CMT93 細胞は大部	
	
分が Ki67 陽性であり、その周囲の間質では POSTN が比較的高発現していた（図 3）。	
	











ないかを検討した。AOM	/	DSS 投与後第 140 日まで生存した個体は、Postn+/+マウス 10 体、	
	
Postn-/-マウス 8 体であった。それぞれにおいて形成された腫瘍の HE 染色像は組織学的に差	
	
を認めなかった（図 4（b））。腫瘍表面積比は Postn-/-マウス群が 11.79±1.43%、Postn+/+	
	
マウス群が 3.04±2.37%と POSTN-/-群が有意に大きかった（p<0.05）（図 4（c））。	
	
2mm 以上の腫瘍数を計測したところ、Postn-/-マウス群が 5.50±0.57 個、Postn+/+マウス群	
	




	 AOM/DSS 投与後 14 日目で解剖した急性期腸炎モデルでは、腸管の炎症の程度と関連する	
	














































である 21)。rPOSTN を大腸癌細胞株に投与し、Bbox1 の mRNA 発現を RT-PCR 法で確認したが、	
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rPOSTN 濃度と Bbox1 の発現との間に濃度依存性は確認できなかった。Weighted	Average		
	
Difference 法による解析では、アポトーシス誘導分子として報告のある 22)Bnip3 の発現変	
	
動が上位となっていた。rPOSTN 投与によって Bnip3 の mRNA 発現を RT-PCR 法で確認したと	
	






陰性/AnnexinV 陽性の分画が rPOSTN 投与群では 6.09±1.00％、rPOSTN 非投与群（コントロ	
	




1 視野あたりの TUNEL 陽性細胞数は Postn+/+マウス大腸腫瘍では 7.00±0.72 個、Postn-/-マ	
	







































腸腺腫、及び健常人の血清 POSTN 濃度とを比較すると、CRC 患者においては腫瘍周囲間質か	
	
ら POSTN が産生されるため有意に血清濃度が高く、さらに CRC の術後に低下する傾向があ	
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報告している 27)。また、FoxO による転写制御は PI3K/AKT 経路の下流に存在しているとされ	
	
る 28)。今回の検討においては rPOSTN刺激による Aktリン酸化の変化は確認できなかったが、	
	
POSTN は integrin 受容体に結合することによって Akt/PKB 経路を活性化するという報告も	
	
あり 29)、POSTN が Akt/FoxO/BNIP3 という分子機序によりアポトーシスを誘導している可能	
	
性が考えられる。また、integrin は p53 を介して DNA 損傷に対するアポトーシス反応を調	
	










て高濃度の rPOSTN は移動能や Akt の活性化を促進する一方で、低濃度の POSTN を含む培養	
	































































































































































































































































（b）	 抗 Ki67 抗体による免疫染色像を示す。腫瘍腺管部分に一致して Ki67 が発現してい
た。	
	




図 3	 NOG マウス皮下に移植し作成した腫瘍の組織像	
	
















図 4	 Postn+/+マウス群及び Postn-/-マウス群における造腫瘍能の違い	
	






















図 5	 Postn+/+マウス群及び Postn-/-マウス群における急性期腸炎の解析	
	




















図 6	 rPOSTN 投与による細胞増殖能の変化	
	
rPOSTN を含む培地で培養した際の CMT93 細胞の細胞数を MTT アッセイで調べた。rPOSTN 投	
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図 8	 rPOSTN 投与による細胞内増殖シグナルの変化	
	
	CMT93 細胞を rPOSTN で 72 時間刺激し、各種シグナル分子をウェスタンブロットで検討し	
	




図 9	 rPOSTN 投与による遺伝子変動	
	








（b） 上記と同様の実験系で CMT93 を刺激した際の Bnip3 の mRNA 発現。縦軸はいずれも
GAPDH を内部コントロールとした相対値として示す。	
図 10	 rPOSTN 投与によるアポトーシスの変化	
CMT93 細胞を rPOSTN で 72 時間刺激した後に、annexinV および DNA 量（7-AAD）をフローサ	
イトメーターで検討した（rPOSTN 投与群、コントロール群各 3 検体）。
（a） 早期アポトーシス分画である 7-AAD 陰性	/	AnnexinV 陽性分画（黒太枠部分）を示
す。	
（b） 早期アポトーシス分画は rPOSTN 投与群で 6.09±1.00％、コントロール群では 3.10
±0.39％と、rPOSTN 投与群で有意に増加していた。*	p＜0.05。	
図 11	 in	vivo でのアポトーシスの変化	
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???? primer
CGTCAGCCGATTTGCTATCT
CGGACTCCGCAAAGTCTAAG
GCTCTGAGACAATGAACGCT
AAAGAGATAATCTGGCTCTGC
TGCCTGGTCTGATGATGTATGCCA
AGTAGTCGCACACTCTGTTGTGCT
ACTCATTGTGGCTGTGGAGA
TTGTTCATCTCGGAGCCTGT
GTTGCCTTCTTGGGACTGATG
GTATAGACAGGTCTGTTGGGAG
AGGTAGGTGTGAACGGATTTG
TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA
TNF-α
IFN-γ
COX-2
IL-1β
IL-6
GAPDH
forward
reverse
forward
forward
forward
forward
forward
reverse
reverse
reverse
reverse
reverse
???? sequence
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